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@ Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
zum Nachweis und/oder der quantitativen Bestim- 
mung von Komplementpeptid C5a und/oder 
CSadesarg in biologischen FiUssigkeiten, das die 
folgenden Schritte umfafit: 

a) In-BerQhrung-bringen einer Probe der biologi- 
schen FIGssigkeit, die C5a und/oder CSadesarg 
enthalt, mit einer Matrix, auf der eine erste 
Antikorper-PrMparation (Akp 1), enthaltend Anti- 
korper, die C5a und/oder CSadesarg binden, fi- 
xiert ist, 

b) In-Beruhrung-bringen der aus a) resultierenden 
beladenen Matrix mit einer zweiten Antikorper- 
Praparation (Akp 2), enthaltend AntikSrper 
und/oder Teile davon, die an das Komplementpro- 
tein C5 und/oder an C5a und/oder C5adesarg 
binden, wobei die gebundenen Antikfirper 



und/oder Antikorperteile aus der zweiten 

Antikorper-Praparation detektierbar sind, 

c) Detektieren der gebundenen Antikdrper 

und/oder Antikorperteile aus der zweiten 

Antikorper-PrSparation. 
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VERFAHREN ZUM NACHWEIS UND/ODER DER QUANTUAT1VEN BESTIMMUNG VON KOMPLEMENTPEPTID 

C5A UND/ODER CSADESARG 



Das Kompiementpeptid C5a ist ein bei der 
proteolytischen Spaltung des Plasmaproteins C5 
entstehendes Glykopeptid mit einem Molekularge- 
wicht von 11300. C5a 1st Bestandteil sowohl des 
klassischen als auch des alternativen Komplement- 
aktivierungsweges und aktiviert alle Zeilen, die C5a 
spezifische Membranrezeptoren an ihrer Oberfia- 
che tragen, beispielsweise Granulozyten und Mo- 
nozyten des menschlichen Blutes sowie Gewebe- 
makrophagen. Das in vivo durch proteolytische De- 
sarginierung aus C5a entstehende Komplement- 
peptid C5a-desarg 74, im folgenden kurz 
C5adesarg genannt, entfaltet hingegen keine Oder 
eine nur stark verminderte biologische Wirkung, 
das he\&t, die C5a spezifischen Wirkungen sind mit 
CSadesarg nicht mehr Oder wesentlich schwacher 
nachweisbar. 

C5a induzierte Wirkungen sind zum Beispiel 
eine in den aktivierten Zeilen gesteigerte Adharenz 
(zum Beispiel an Endothel-Zellen) und eine gerich- 
tete Wanderung (Chemotaxis) zum Ort der hoch- 
sten Konzentration von C5a hin. CSa aktiviert den 
Sauerstoffmetabolismus der Zeilen mit dem Ergeb- 
nis der Produktion und Freisetzung toxischer Sau- 
erstoffmetaboliten und fOhrt zur Freisetzung von 
biologisch aktiven Substanzen aus der Granula der 
Zeilen. Zu diesen Substanzen gehoren Proteasen, 
beispielsweise Kollagenase, Elastase und Kathepsi- 
ne, die Gewebeproteine proteolytisch angreifen 
konnen, und weitere toxische MolekQIe. Weiterhin 
kann es durch C5a-Wirkung uber den 
ArachidonsSure-Stoffwechsel zur Bildung und Ab- 
gabe von Prostaglandinen, Leukotrienen und 
Thromboxanen kommen, die die verschiedensten 
Auswirkungen auf Zeilen und Gewebefunktionen 
haben konnen (s. W. Vogt, 1986). 

In einer Reihe von tierexperimentellen Untersu- 
chungen und Beobachtungen an erwachsenen Pa- 
tienten mit akutem Lungenversagen ("Adult Respi- 
ratory Distress Syndrom", ARDS) konnten Daten 
gewonnen werden, die fOr eine Beteiligung von 
C5a bei der Entstehung des ARDS sprechen. So 
wird beispielsweise in einer Publikation von Ste- 
vens et al. (1986) die Verwendung polyklonaler 
AntikSrper gegen C5a/C5 in einem ARDS-Modell in 
Primaten beschrieben. Die mit den polyklonalen 
Antikorpern behandelten Tiere erkrankten weniger 
schwer, alle behandelten Tiere Uberlebten, wah- 
rend von vier nicht behandelten Tieren nur eines 
uberlebte. 

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung konn- 
ten weiterhin einen monoklonalen Antikorper her- 
stellen, der ebenfalls spezlfisch mit C5/C5a bzw. 
CSadesarg reagiert. Einer dieser monoklonalen An- 



tikorper, der mAK F24/1, ist fOr den Aufbau eines 
empfindlichen ELISA-Verfahrens zur Messung von 
C5a in Blut verwendet worden (Schulze und Gotze, 
1986). Der beschriebene Test erfordert jedoch die 
5 vollstandige AusfSilung des Plasmaproteines C5 
vor der Bestimmung des enthaltenen C5a bzw. 
C5adesarg. 

In der EP 245 993 werden monoklonale Anti- 
kQrper offenbart, die keine Spezifitat fur das Plas- 

70 maprotein C5 mehr aufweisen, sondern ausschlleB- 
lich mit C5a und CSadesarg reagieren. In der An- 
meldung wird die Moglichkeit der Verwendung die- 
ser Antikorper fur immunologische Oder immundia- 
gnostische Verfahren, auch fur Sandwich-lmmunas- 

15 says, angedeutet. Die Anmeldung enthalt jedoch 
keinen Hinweis auf die Verwendung von Antikor- 
pern im Test, die mit dem nativen Plasmaprotein 
C5 reagieren, noch auf die Empfindlichkeit des 
verwendeten Verfahrens. 

20 Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Ver- 
fahren zur VerfUgung zu stellen, mit dem der C5a- 
bzw. CSadesarg-Gehalt in biologischen Russigkei- 
ten zuverlassig und empfindlich bestimmt werden 
kann. 

25 Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl durch ein 
Verfahren der eingangs genannten Art gelost, das 
die folgenden Schritte umfafit: 

a) In-Beruhrung-bringen einer Probe, die CSa 
und/oder C5adesarg enthSit, mit einer Matrix, 

30 auf der eine erste Antikorper-PrSparation (Akp 
1), enthaltend Antikorper, die CSa und/oder 
CSadesarg binden, fixiert ist; 

b) In-BerGhrung-bringen der aus a) resultieren- 
den beladenen Matrix mit einer zweiten 

35 Antikorper-Praparation (Akp 2), enthaltend Anti- 
korper und/oder Teile davon, die an natives 
Komplementprotein C5 und/oder an CSa 
und/oder CSadesarg binden, wobei die gebun- 
denen Antikorper und/oder Antikorperteile aus 

40 der zweiten Antikorper-Praparation detektierbar 
sind, 

c) Detektieren der gebundenen Antikorper 
und/oder Antik&rperteile aus der zweiten 
Antikorper-Praparation. 

45 Das erfindungsgemafle Verfahren zeichnet sich 
durch eine auBerordentliche Empfindlichkeit fur den 
Nachweis von CSa und/oder CSadesarg sowohl in 
artifiziellen Systemen als auch* in biologischen 
Flussigkeiten, insbesondere in Plasma und Serum, 

50 aus. Weiterhin hat es den Vorteil, dafl fOr seine 
Durchfiihrung nicht ausschliefllich CSa bzw. 
C5adesarg-spezifische Antikorper von Noten sind, 
sondern in der zweiten Antikorper-Praparation Anti- 
korper bzw. Teile davon verwendet werden kon- 
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nen, die neben den C5a- bzw.* C5adesarg-spezifi- 
schen Epitopen das native Komplementprotein er- 
kennen. Auf diese Weise ist sichergesteilt, dai3 
empfindliche Tests in grower Menge und von 
gleichbleibender Qualitat bereitgestellt werden kon- 
nen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren setzt nicht 
notwendigerweise vollstandige Antikorper in den 
beiden Antikorper-Praparationen Akp 1 und Akp 2 
voraus. Wahrend jedoch die an die Matrix gekop- 
pelten Antikorper der Akp 1 in der Regel vollstandi- 
ge Immunglobuline sein werden, ist es moglich, in 
der Akp 2 die spezifisch mit C5a und/oder 
C5adesarg, gegebenenfalls auch mit C5 reagieren- 
den Bestandteife in Form von Antikorper-Fragmen- 
ten, beispielsweise Fab- Oder F(ab )2-Fragmenten f 
einzusetzen. Die Wahl der jeweils verwendeten Akp 
2 hangt nlcht zuletzt von der Spezifitat und Quanti- 
tat der zur VerfQgung stehenden AntikQrper fUr die 
Akp 2 ab. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform enthal- 
ten die Antikorper-Praparationen Akp 1 und/oder 
Akp 2 monoklonale Antikorper bzw. Antikorper- 
Fragmente; wobei diese bevorzugt aus Ratten, Ka- 
ninchen, Schweinen oder Affen gewonnen werden. 
Besonders bevorzugt sind solche humanen oder 
murinen Ursprungs. Die Erzeugung von monoklo- 
nalen Antikorpern gewQnschter Spezifitat in der 
Maus wird durch die fOr diesen Organismus bereit- 
stehende Technologie sowie die leichte Verfugbar- 
keit und ZOchtbarkeit von Mausen gefordert. Die 
Bereitstellung monoklonaler Antikorper humanen 
Ursprungs hat den wesentlichen Vorteil, dafl diese 
bei einer eventuellen Applikation am Menschen we- 
niger leicht eine Immunantwort hervorrufen, als das 
beispielsweise mit murinen Antikorpern der Fall 
ware. 

Erftndungsgema/3 binden die monoklonalen An- 
tikorper bzw. Antikorperteile der ersten oder zwei- 
ten Antikorperpraparation an eine Rezeptorbin- 
dungsstelle fur den C5a-spezifischen Rezeptor im 
Komplementprotein C5a und/oder C5adesarg, wah- 
rend sie nicht an die mit der Rezeptorbindungsstel- 
le ubereinstimmende Aminosauresequenz im nati- 
ven C5-MolekQI binden. Bei der genannten Rezep- 
torbindungsstelle handelt es sich offensichtlich urn 
ein Neoepitop auf dem Peptid, das auf dem Vor- 
lauferprotein C5 der Antikorpererkennung nicht zu- 
ganglich ist. Ein solcher Rezeptorbindungsstellen- 
spezifischer monoklonaler Antikorper wird mit der 
vorliegenden Erfindung erstmals zur Verfugung ge- 
stellt. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform enthalt 
die erste Antikorper-Praparation (Akp 1) den mono- 
klonalen Antikorper C17/5 (CNCM I-887) und/oder 
funktioneil Squivalente Antikorper. C17/5 reagiert 
spezifisch mit C5a/C5adesarg t jedoch nicht mit 
dem nativen Plasmaprotein C5. Umfangreiche Un- 



tersuchungen haben ergeben, dafl es sich bei dem 
von C17/5 erkannten Neoepitop urn die Rezeptorb- 
indungsstelle des C5a-spezifischen Rezeptors han- 
delte. Die Verwendung dieses fur die Spaitprodukte 

5 von C5 spezifischen monoklonalen Antikorpers 
macht die mit vielen Problemen verbundene PrSzi- 
pitation im Serum vorhandener C5-Anteile vor der 
DurchfUhrung der Messung UberflUssig. 

Erfindungsgemafi wird C17/5 zur DurchfUhrung 

10 des Verfahrens an eine Matrix gekoppeit.zur VerfQ- 
gung gestellt. Der solchermaBen insolubilisierte An- 
tikorper entzieht der zu untersuchenden Probe le- 
diglich C5a- und C5adesarg-Molekule, jedoch nicht 
in der Probe befindliches C5. Die Kopplung an die 

75 jeweilige Matrix, z. B. Mikrotiterplatten, Sepharose- 
partikel oder andere im Stand der Technik bekann- 
te Trager, erfolgt nach dem Fachmann gelaufigen 
Verfahren. 

Die zweite Antikorper-Praparation (Akp 2) ent- 

20 halt bevorzugt den monoklonalen Antikorper G25/2 
(CNCM I-889) und/oder Teile davon und/oder funk- 
tioneil Squivalente Antikorper. G25/2 ist ein mono- 
klonaler Antikorper, der ein Epitop erkennt, das 
gleicherma/ten im Komplementprotein C5 und in 

25 dessen Spaltprodukten C5a und C5adesarg vorhan- 
den ist. G25/2 bindet daher an eine andere Stelle 
des C5a-Molekuls als C17/5; seine Bindung interfe- 
riert nach den im folgenden beschriebenen Ergeb- 
nissen nicht mit der Bindung von C17/5. Im erfin- 

30 dungsgemaflen Verfahren kommt der. zwejten 
Antikorper-Praparation die Aufgabe zu, an die be- 
reits aus der Probe durch Reaktion mit der ersten 
Antikorper-Praparation angereicherten C5a- bzw. 
C5adesarg-MolekQle zu binden und so ihren Nach- 

35 weis zu ermoglichen. 

FGr den Nachweis gebundener Antikdrper-Mo- 
lekule bzw. Antikorper-Fragmente aus der zweiten 
Antikorper-Praparation bestehen verschiedene 
Moglichkeiten. Allgemein kann zwischen einer di- 

40 rekten Detektierbarkeit und einer indirekten Detek- 
tierbarkeit der gebundenen Molekule aus der zwei- 
ten Antikorper-Praparation unterschieden werden. 
Eine direkte Detektion kann beispielsweise durch 
die Kopplung von radioaktiven, fluoreszierenden 
- 45 oder chemilumineszierenden Molekulen erzielt wer- 
den. Fin gebrMuchliches Verfahren fur eine radioak- 
tive Markierung ist beispielsweise die Jodierung 
von Antikorpern bzw. Antikorper-Fragmenten mit 
125 J, wobei die Menge der gebundenen Radloakti- 

50 vitat entweder autoradiographisch oder durch Scin- 
tillationsmessung bestimmt wird. Da der Umgang 
mit radioaktiven Materialien zunehmend weniger 
gewunscht wird, erfShrt die Verwendung von 
Fluoreszenz-Markierungen eine zunehmende Be- 

55 deutung. Ein gebrauchliches Verfahren ist in die- 
sem Zusammenhang die Umsetzung von Fluores- 
ceinisothiocyanat mit einem geeigneten Antikorpsr, 
der Bestandteil der Akp 2 werden soil. Weitere 
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alternative Verfahren sehen die Kopplung von che- 
miiumineszierenden MolekUlen vor. 

Im Fall der direkten Detektierbarkeit des Arrti- 
korpers bzw. Antikorper-Fragmentes bedarf es 
nach der Umsetzung mit der beladenen, bereits mit 
der Probe vorlnkubierten Matrix keiner weiteren 
Folgereaktfonen. Der Nachteil dieser Methoden be- 
steht jedoch in einer oft geringen Halbwertszeit 
bzw. Haitbarkeit der gekoppetten Marker. Eine Al- 
ternative zu direkt detektierbaren AntikSrpern bzw. 
Antikorper-Fragmente bieten indirekt detektierbare 
Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente. In diesem 
Fall werden die in Frage stehenden Antikorper, die 
Bestandteil der Akp 2 sind, vorzugsweise mit ei- 
nem Markerenzym, beispielsweise alkalischer 
Phosphatase, 0-Galaktosidase, Mikroperoxidase 
oder Meerrettichperoxidase gekoppelt, dessen en- 
zymatische Aktivitat in einer weiteren Inkubation zu 
physikaiisch me/3baren Veranderungen fUhrt. Die 
genannten vier Enzyme sind beispielsweise unter 
geeigneten Bedingungen in der Lage, durch eine 
enzymatische Reaktion Farbreaktionen hervorzuru- 
feh. Die optisch meflbare Menge der enzymatisch 
hergestellten Faroe ist dabei ein Mafl fQr die Men- 
ge an gebundenem, mit dem jeweiligen Enzym 
gekoppeltem Antikorper. Diese wie auch andere 
Markerenzyme muflten nicht unbedingt kovalent an 
den jeweils in der Akp 2 enthaltenen Antikorper 
bzw. das entsprechende Antikorper-Fragment ge- 
bunden sein, sondern konnen. ebenso in Form ei- 
nes Enzym-Anti-Enzym-Immunkomplexes vorlie- 
gen. Diese Enzym-Anti-Enzym-lmmunkomplexe 
werden normalerweise vorgeformt, bevor sie zum 
zur Reaktion vorgesehenen Antikorper zugesetzt 
werden. 

Eine weitere Moglichkeit des indirekten Nach- 
weises gebundener Antikorper bzw. Antikorper- 
Fragmente aus der zweiten Antikorper-Praparation 
bietet deren Biotinylierung vor der Reaktion mit der 
bereits probenbeladenen Matrix. Gebundene bioti- 
nylierte Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente wer- 
den durch Umsetzung mit Avidin oder Streptavidin 
nachgewiesen, an das wiederum ein enzymatisch 
aktives Markerenzym, beispielsweise eines der 
oben genannten Markerenzyme, gekoppelt ist. 

Eine weitere Moglichkeit der Detektion der An- 
tikorper bzw. Antikorperteile aus der Akp 2 besteht 
in deren Nachweis durch Antikorper einer dritten 
Antikorperpraparation. Voraussetzung fOr diese 
Verfahrensweise ist, dafi die Antikorper bzw. Anti- 
korperteile aus der Akp 1 und der Akp 2 aus 
verschiedenen SSugetierspecies stammen, urn so 
die Immungiobuline der Akp 2 spezifisch nachwei- 
sen zu konnen. Handelt es sich beispielsweise bei 
den Antikorpern der Akp 1 urn Mauseantikorper, 
bei den Antikorpern der Akp 2 urn Humanantikor- 
per, so konnen diese Antikdrper der Akp 2 durch 
geeignet markierte Ziege-Anti-Mensch- Immungio- 



buline nachgewiesen werden. Fttr die Detektion 
kann dabei jedes der bereits weiter oben beschrie- 
benen Verfahren verwendet werden. Auf dem Markt 
sind eine Vielzahl von gegen den F c -Anteil der 

s Immungiobuline aus vielerlei Organismen spezifi- 
schen markierten Immunglobulinen erhaltlich. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht 
den Nachweis von C5a bzw. CSadesarg bis hin zu 
einer Konzentration von 20 pg/ml; damit ist ein 

70 wesentlicher Fortschritt hinsichtlich der Empfind- 
lichkeit im Vergieich zu bekannten Verfahren er- 
zielt. So iiegt beispielsweise die Empfindlichkeit 
eines verwandten Testes, namlich des von Takeda 
et at. (1987) beschriebenen Radioimmun assays fur 

75 CSadesarg, bei 1 ng/ml und damit urn den Faktor 
50 niedriger. Die mit dem erfindungsgema/ten Test 
erreichbare Empfindlichkeit ermoglichte es erst- 
mals, die Plasmaspiegei von C5a in EDTA-Plasma 
normaler Probanden festzustelllen. 

20 Die oben erwahnte Aufgabe wird weiterhin ge- 
lost durch einen Testkit fGr die Durchfuhrung des 
oben beschriebenen Verfahrens, wobei dieser Test- 
kit die folgenden Bestandteile umfafit: 

a) Eine erste Antikorper-Praparation (Akp 1), 
25 enthaltend AntikSrper, die an C5a und/oder 

CSadesarg binden, 

b) eine zweite AntikSrper-Praparation (Akp 2), 
enthaltend Antikorper und/oder Teile davon, die 
an natives Komplementprotein C5 und/oder C5a 

30 und/oder C5adesarg binden, wobei die gebun- 
denen Antikorper und/oder Antikorperteile aus 
der zweiten Antikorper-PrSparation detektlerbar 
sind, 

c) gegebenenfalls ein oder mehrere Nachweis- 
35 reagenzien, enthaltend Enzyme und/oder Sub- 
strate, und/oder eine dritte Antikorperpraparation 
fUr die Detektionsreaktionen. 

Mit dem erfindungsgema/ten Testkit sollen 
dem untersuchenden Arzt oder Wissenschaftier aile 

40 Moglichkeiten an die Hand gegeben werden, die 
C5a~ bzw. CSadesarg-Konzentration der jeweils in- 
teressierenden bioiogischen Flussigkeit, z.B. Blut- 
plasma oder -serum, aber auch Urin, Speichel, 
Schweifl Oder TranenflUssigkeit, sofort bestimmen 

45 zu konnen. Der Testkit enMlt eine erste 
Antikorper-Praparation, enthaltend Antikorper, die 
an C5a und/oder CSadesarg binden. Gegebenen- 
falls kann diese Antikorper-Praparation bereits an 
eine Matrix gekoppelt zur Verfugung gesteilt wer- 

50 den, beispielsweise in Form vorpraparierter Mikroti- 
terplatten. In Abhangigkeit von den jeweiligen Be- 
durfnissen konnen die AntikSrper jedoch an jede 
gebrauchliche feste Matrix, beispielsweise Plasti- 
krohrchen, Poly sty rolperlen, Sepharosepartikel 

55 oder ahnliches gekoppelt werden. Der Testkit um- 
fafft weiterhin eine zweite Antikorper-Praparation, 
wobei die darin enthaltenen Antikorper bzw. 
Antikorper-Fragmente detektierbar sein sollten. Fur 
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die Detektion erdffnen sich die gleichen Moglich- 
keiten, wie sie oben fOr das Verfahren bereits be- 
schrieben worden sind. Im Fall von indirekt detek- 
tierbaren Antikorpern bzw. Antikorper-Fragmenten 
aus der zweiten Antikdrper-PrSparation kann der 
Testkit weiterhin eine oder mehrere Nachweisrea- 
genzien enthalten. Unter Nachweisreagenzien sind 
in diesem Zusammenhang entweder an spezifisch 
reagierende Molekule gekoppelte Enzyme zu ver- 
stehen, beispielsweise Avidin gekoppeKe 0-Ga!ak- 
tosidase, und/oder Substrate fOr das verwendete 
Markerenzym Oder eine dritte Antikdrperprapara- 
tion, deren Antikorper spezifisch mit denen der 
zweiten Antikdrperpraparation reagieren. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen umfa/ft so- 
wohl die erste Antikorper-Praparation als auch ge- 
gebenenfalls die zweite Antikorper-Praparation mo- 
noklonale Antikorper bzw. Antikorperteile. Hier wie 
auch im oben beschriebenen Verfahren ist die Ver- 
wendung von Antikorpern aus jedem Saugerorga- 
nismus, beispielsweise Primaten-, Schweine-, 
Kaninchen- oder Ratten-Antikorper, mSglich. Be- 
vorzugte Ausfuhrungsformen betreffen Maus-oder 
Mensch-Antikorper. FUr die Zwecke des erfin- 
dungsgemafien Testkits spielt es dabei keine Rolle, 
weichen Isotyps der jeweils verwendete Antikorper 
ist. Die Verwendung von IgG-Antikorpern ist bevor- 
zugt, die von IgM-Antikorpern jedoch genauso 
mflglich. 

Der in der Akp 1 oder Akp 2 enthaltene Anti- 
korper, der spezifisch mit C5a und/oder C5adesarg 
reagiert, jedoch keiner Bindung an das Muttermole- 
kiil C5 unterliegt, ist in einer besonders bevorzug- 
ten AusfUhrungsform ein Antikorper, der mit der 
erst in den Spaltprodukten von C5 freigelegten 
Rezeptorbindungsstelle fur den C5a-spezifischen 
Rezeptor reagiert. 

Die erste Antikorper-Praparation des erfin- 
dungsgematfen Testkits umfaBt bevorzugt den mo- 
noklonalen Antikorper C17/5 und/oder funktionell 
aquivalente Antikorper. Unter funktionell aquivalen- 
ten Antikorpern soil in diesem Zusammenhang ein 
Antikorper verstanden werden, der auf dem nativen 
Komplementprotein C5 keine Erkennungsstelle fin- 
det, sondem ausschliefllich und spezifisch mit C5a 
bzw. C5adesarg reagiert. Im Gegensatz dazu rea- 
giert der fiir die zweite Antikorper-Praparation be- 
vorzugte Antikorper, der monoklonale AntikSrper 
G25/2 (CNCM I-889) und/oder jeder funktionell 
aquivalente Antikorper, nicht nur mit Epitopen von 
C5a und/oder CSadesarg, sondern ebenso mit ei- 
nem bereits auf G5 nachweisbaren Epitop. In der 
Praxis spielt die Bindungsfahigkeit von G25/2 an 
C5 keinerlei Rolle, da durch den vorhergegangenen 
Schritt der Inkubation der mit einem spezifisch mit 
C5a bzw. CSadesarg reagierenden Antikorper bela- 
denen Matrix mit der entsprechenden Probe C5- 
Molekule bereits eliminiert worden sind. 



Die mit dem erfindungsgemSBen Testkit zur 
Verfugung gestellten Antikorper bzw. Antikorper- 
Fragmente der zweiten Antikorper-Praparation sind 
entweder direkt oder indirekt detektierbar. Die ver- 
5 schiedenen Moglichkeiten einer Markierung, die zu 
einer direkten Detektierbarkeit fuhrt, spwie indirek- 
ter Markierungen sind bereits oben diskutiert Auch 
fQr den erfindungsgemSBen Testkit sieht eine be- 
vorzugte AusfUhrungsform die Verwendung von al- 
to kalischer Phosphatase, 0-Galaktosidase. Mikropero- 
xidase oder Meerrettichperoxidase als gekoppeltes 
Markerenzym vor. 

Anstelle einer direkten Enzymmarkierung der 
Antikorper bzw. AntikSrper-Fragmente der zweiten 
75 Antikc5rper-PrSiparation ist die Bereitstellung Biotin- 
markierter Antikorper bzw. Antikorper-Teiie mog- 
lich. In diesem Fall wird daruberhinaus ein modifi- 
ziertes, bevorzugt mit einem Markerenzym gekop- 
peltes Avidin- Oder Streptavidin-Praparat sowie das 
20 entsprechende Substrat fiir das Enzym bereitge- 
stellt. 

Weiterhin ist es moglich, den bereits vorge- 
formten Antik6rper-C5a/C5adesarg-Antikorper 
(Antikorper-Fragment)-Komplex durch Reaktion mit 

25 markierten AntikSrpem, die spezifisch mit dem An- 
tikorper bzw. Antikorper-Fragment aus der zweiten 
Antikorper-Praparation reagieren, umzusetzen. Dies 
setzt allerdings voraus, dafi die F c -Anteile der Anti- 
korper der zweiten Antikorper-Praparation andere 

30 Eigenschaften aufweisen, als die der ersten, das 
heiflt, daB die Antikorper der ersten und zweiten 
Preparation aus verschiedenen Organismen gewon- 
nen worden sein mUssen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 

35 weiterhin die Zellinien, die die in dem erfindungs- 
gemaiJen Verfahren verwendeten monoklonalen 
Antikorper sezernieren. Dabei handelt es sich urn 
Zellinien, die einen monoklonalen Antikorper aus- 
scheiden, der im Komplementprotein C5a und/oder 

40 C5adesarg an die Rezeptorbindungsstelle fOr den 
C5a-spezifischen Rezeptor, jedoch nicht an die kor- 
respondierende AmminosSuresequenz im nativen 
C5-Molekul bindet. Zellinien, die Antikorper mit sol- 
chen Eigenschaften sezernieren, sind trotz des gro- 

45 Gen Wertes solcher Antikorper fur die klinische 
Anwendung und die medizinische Forschung bis- 
her nicht beschrieben. Die Spezifitat der sezernier- 
ten AntikSrper fOr die Rezeptorbindungsstelle laCt 
sich, wie in den Figuren und den Beispielen naher 

so erlautert wird, schlussig durch Experimente mit 
anti-idiotypischen Antikorpern nachweisen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Zellinien, die 
die beiden bevorzugt zu verwendenden Antikorper, 
namlich C17/5 und G25/2, sezernieren. Bei beiden 

55 Zellinien handelt es sich urn Hybridomas, deren 
Herstellung in den nachfolgenden Beispielen aus- 
fiihrlich beschrieben wird. Die den monoklonalen 
Antikorper C17/5 sezemierende Zellinie ist bei der 
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CNCM mit der Hinterlegungsnummer 1-887 hinter- 
iegt worden, die den Antikorper G25/2 sezernieren- 
de Zellinie ebenfalls bei der CNCM mit der Hinter- 
legungsnummer f-889. 

Die von den erwahnten Zeliinien produzierten 
monoklonalen Antikorper sind ebenfalls Gegen- 
stand dieser Erfindung. 

Zusammensetzungen, die einen monoklonalen 
Antikorper nach mindestens einem der Anspruche 
25 bis 30 enthalten, sind nicht nur fQr die Verwen- 
dung in den oben beschriebenen Testkits geeignet, 
sondern konnen daruberhinaus klinische Bedeu- 
tung bei der Verringerung der Konzentration akti- 
ven C5a's im Blut eines Patienten gewinnen. Die 
Erfindung bezieht sich daher weiterhin auf die die 
genannten Antikorper enthaltenden Zusammenset- 
zungen sowie die Verwendung der monoklonalen 
Antikorper zur Behandlung von Erkrankungen, die 
durch C5a-Aktivitat hervorgerufen werden. In die- 
sem Zusammenhang soil besonders die Verwen- 
dung der erfindungsgema/ten monoklonalen Anti- 
korper zur Therapie und/oder Prophylaxe von 
ARDS genannt werden. Weiterhin ist die Verwen- 
dung dieser Antikorper bei intra- oder extravascula- 
rer Aktivierung des Komplementsystems mit mogli- 
cherweise pathologischen Auswirkungen, z.B. bei 
Schock, Sepsis und anderen akut oder chronisch 
verlaufenden Erkrankungen, die mit einer Aktivie- 
rung des Komplementsystems einhergehen, sowie 
bei entzUndlich-immunologischen Erkrankungen* 
z.B. bei rheumatischer Polyarthritis und Lupus ery- 
thematodes, vorgesehen. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Ver- 
fahren zum Herstellen von Hybridoma-Zeilinien, die 
ein nach proteolytischer Spaltung von C5 auf C5a 
und/oder C5adesarg exponiertes Neoepitop erken- 
nen, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Inkubieren von C5a mit einem gegebenenfalls 
an einen Trager gekoppeiten Antikorper, dessen 
Bindung an C5a C5a-spezifische Aktivitaten 
nicht oder nur geringfQgig beeinflufit, 

b) gegebenenfalls Inkubieren des an den Anti- 
kSrper gebundenen C5a's mit Zellen, die C5a- 
Rezeptoren aufweisen, Anreichern der 
Antik6rper-C5a-Zellaggregate, Lysieren der Zel- 
len, Wiedergewinnen der Antik6rper-C5a-Kom- 
plexe, bevorzugt durch Dichtegradienten-Zentri- 
fugation, 

c) Immunisieren eines Saugetieres mit den ge- 
gebenenfalls angereicherten Antiko rper-C5a- 
Komplexen, 

d) Gewinnen von Antikorper-produzierenden 
Zellen aus dem immunisierten Saugetier, bevor- 
zugt von Milzzellen, und [mmortaiisieren dieser 
Zellen in an sich bekannter Weise. 

Das erfindungsgema/te Verfahren fuhrt mit ho- 
her Ausbeute zu Hybridoma-Zeilinien mit den ein- 
gangs erwShnten Eigenschaften. 
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Gegenstand dfcr Erfindung ist weiterhin ein mo- 
noklonaler Antikorper, der ein anti-idiotypischer An- 
tikorper gegen Antikorper ist, die spezifisch mit der 
Rezeptorbindungsstelle fur den C5a-spezifischen 

5 Rezeptor auf C5a bzw. C5adesarg reagieren. Ein 
solcher anti-idiotypischer Antikorper bindet an Biut- 
monozyten und Granulozyten in fast identischer 
Weise wie das Komplementprotein C5a selber. Die 
Bindung des anti-idiotypischen Antikorpers an Blut- 

10 monozyten oder Granulozyten laCt sich jedoch ver- 
hindem, wenn diese zuvor mit C5a abgesattigt 
werden. 

Auch fQr diesen monoklonalen Antik6rper ist es 
bevorzugt, da0 seine variable und/oder seine kon- 
15 stante Region aus einem Saugetier stammt, bevor- 
zugt aus Ratte, Kaninchen, Schwein oder Affe, be- 
sonders bevorzugt aus Maus oder Mensch. FGr die 
therapeutische Anwendung solcher Antikorper soil- 
te bevorzugt zumindest die konstante Region hu- 
so manen Ursprungs sein. Die erfindungsgemafien 
anti-idiotypischen Antikorper kSnnen sowohl vom 
IgM- als auch vom IgG-Typus sein. 

Ein bevorzugter anti-idiotypischer monoklonaler 
Antikorper ist der von der Zellinie F23/14, die bei 
25 der CNCM mit der Hinterlegungsnummer I-888 hin- 
terlegt ist, sezernierte Antikorper. Es handelt sich 
dabei urn einen Antikorper der Klasse IgM/Kappa 
(IgM, K). Die diesen anti-idiotypischen Antikorper 
gegen C17/5 sezemierende Zellinie wurde herge- 
30 stellt, indem BALB/c Mause, die auch fUr die Her- 
steilung von C17/5 verwendet worden waren (s. 
Beispiel 1), mit bestrahlten Hybridoma-Zellen der 
Linie C17/5 immunisiert wurden. Die Immunisie- 
rung, Fusionierung und Klonierung wurden nach 
35 dem Fachmann bekannten Verfahren durchgefUhrt 
(siehe Peters et al. a 1985). Die zur Immunisierung 
verwendeten Hybridoma-Zellen sind dabei in die- 
sem speziellen Fall mit 2000 rad bestrahlt worden. 
Der erfindungsgemSBe monoklonate Antikorper 
40 F23/14 kann dazu verwendet werden, die AktivitSt 
von C5a. das mit dem C5a-Rezeptor reagiert, 
durch Blockierung des Rezeptors spezifisch zu in- 
hibieren. F23/14 imitiert die Bindungseigenschaften 
von C5a erfolgreich. 
45 Die folgenden Rguren und Beispiele erlautern 
die Erfindung. 



Figurenbeschreibung 

50 

F!g. 1 zeigt die Ergebnisse eines fUr EDTA- 
Plasma, aktiviertes Serum, C5a, C5adesarg, natives 
und denaturiertes C5 durchgefdhrten kompetitiven 
ELISA-Verfahrens unter Verwendung des mAK 
55 C17/5. C5a und C5adesarg konnen mit identischer 
Empfindlichkeit (identischer Kurvenverlauf) gemes- 
sen werden. Natives isoliertes C5 wird in diesem 
Test nicht erfafit, ebensowenig wie C5 in humanem 
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EDTA- Plasma. Denaturiertes C5 wird in dem Test 
mit geringer EmpfindHchkeit erfaflt (es handelt sich 
urn isoliertes C5, das in-vitro im Labor denaturiert 
wurde). C5a/C5adesarg in Komplement-aktiviertem 
Humanserum wird ebenfalls in einer Dosis-abhSngi- 
gen Weise mit diesem Test quantifiziert. 

In die Napfe von Mikrotrterpiatten, in die der 
mAK C17/5 adsorbiert wurde (Beschichtung der 
Platten mit 0,1 ml einer mAK Konzentration von 40 
ug/ml) wurden die auf der Abszisse angegebenen 
Mengen/Konzentrationen von C5, C5a Oder Serum 
in Gegenwart von Biotin-konjugiertem,. isoliertem 
C5a in 0,1 ml Volumen zugesetzt. Nach einer Inku- 
bation von 1 Stunde (bei 22*0) und nach einem 
Waschschritt wurde das gebundene Biotin-C5a mit 
Hilfe eines Streptavidin-Peroxidase-Komplexes 
Uber die enzymatische Peroxidasereaktion nachge- 
wiesen. Auf der Ordinate ist die Enzymaktivitat 
(Erhohung der OD bei 410 nm pro Minute) aufge- 
tragen. Es handelt sich also um einen kompetitiven 
ELISA, in dem die Verhinderung der Bindung von 
Biotin-C5a an den Festphasen-gebundenen mAK 
C17/5 durch die gleichzeitige Inkubation mit kom- 
petierenden Antigenen gepruft wird. Wie aus der 
Abbildung hervorgeht, kompetieren natives, isolier- 
tes C5 und C5 in EDTA-Plasma mit C5a um die 
Bindungsstelle am mAK C17/5 nicht. Nur partielle 
Kompetition, bei hohen Konzentrationen, zeigt sich 
mit "denaturiertem C5" (10 ma! aufgetaut und ein- 
gefroren). Typische Kompetitionskurven ergeben 
sich fUr C5a und C5adesarg, die beide identisch 
verlaufen, und fUr C5a, das in Komplement-aktivier- 
tem Serum vorhanden ist. 

Die Bindung von 2 ng C5a-Biotin an den mAK 
C17/5 (Einstellung des Systems auf 75% SStti- 
gung) wird in Gegenwart von etwa 2 nM C5a zu 
50% inhibiert. In Gegenwart von 20 nM C5a ist die 
Inhibition fast komplett. Dagegen zeigen 40 nM C5 
oder 2 ug C5 in Serum/Plasma (d.h. 0,1 ml 1:5 
verdtlnntes Serum/Plasma) keine inhibitorische 
Wirkung. Das heiflt, dafl isoliertes C5 in mehr als 
20fachem molaren Oberschufl nicht inhibiert und 
da/J C5 in Serum/Plasma in sogar 1000fachem 
Gewichtsuberschufl (d.h. 58fachem molaren Uber- 
schufl) ebenfalls nicht inhibiert. In der Fig. 1 verlau- 
fen deshalb die beiden Kurven parallel zur Grundli- 
nie. 

Fig. 2 gibt die Eichkurve fur die Quantifizierung 
von C5a/C5adesarg wieder. Die Nachweisgrenze 
fQr die beiden Peptide betrSgt 20 pg/ml, d.h., abso- 
lut betragt sie 2 pg pro Testansatz, da jeweils 0,1 
ml in die ELISA-Platten eingesetzt wird. Die Nach- 
weisgrenze ist bestimmt als Mittelwert von 8 Kon- 
trollansatzen ( x o 2,6 S.D.). 

Die ELISA-Platten werden mit 0,1 ml C17/5- 
AntikSrperlosung der Konzentration 40 ug/ml in 50 
mM Na-Carbonat, pH 10,6, beschichtet. Nach 2 
ma! Waschen Ge 0,250 ml PBS, enthaltend 20 mM 



EDTA, 0,05% (VolWol) Tween 20 und 1% 
(GewTVol) Gelatine) erfolgt die Inkubation der Plat- 
ten mit rekombinantem C5a in den auf der Abszis- 
se angegebenen Konzentrationen (22 - C, 2 Stun- 

5 den). Danach wird wieder mit 0,25 ml PBS-EDTA- 
Tween 20 gewaschen. Es folgt dann eine Inkuba- 
tion mit biotinyliertem mAK G25/2 (1 ug/PBS- 
EDTA-Tween 20) und, nach 4 mal Waschen mit 
PBS-EDTA-Tween 20 (wie oben), die Inkubation 

70 mit Streptavidin-Peroxidasekonjugat (ABTS von 
Amersham, Braunschweig, 1:1000 in PBS-EDTA- 
Tween 20 verdGnnt). Daran schlieflt sich der Nach- 
weis der Peroxidase-Aktivitat im Photometer mit 
Hilfe des Substrates ABTS (von Boehringer Mann- 

15 heim) an. Die Aktivitat ist auf der Ordinate aufgetra- 
gen (Zunahme der OD bei 410 nm pro Minute). 

Fig. 3 zeigt eine C5a/C5adesarg-Bestimmung 
aus konzentrierten Plasma- bzw. Serumproben bei 
VerdQnnungen der Proben von 1:2 oder hoher. 

20 StSrende Faktoren sind offenbar auch in 1:2 ver- 
dunntem Plasma nicht vorhanden. 

Das ELISA-Verfahren wurde wie fUr Fig. 2 be- 
schrieben durchgefdhrt. Es wurden Plasma- bzw. 
Serumproben verwendet, zu denen 8 ng C5a zuge- 

55 geben wurden. Das angewendete ELISA-Verfahren 
wird durch verschiedene Plasma- bzw. Serumkon- 
zentrationen nicht beeinfluflt. Sogar bei einer 
Plasma- bzw. SerumverdUnnung von nur 1:2 sind 
keine Storfaktoren erkennbar. 

30 Fig. 4 gibt die Ergebnisse der Bestimmung der 
Konzentrationen von C5a/C5adesarg in EDTA-Plas- 
ma von normalen Probanden in 50 Proben wieder. 

Auf der Ordinate ist der C5a-Gehalt der einzel- 
nen untersuchten Proben ablesbar (jeder Punkt be- 

35 deutet den Untersuchungswert eines bestimmten 
Plasmas in pg pro ml). Er lag zwischen 0,298 und 
2,192 ng/ml. Anstelle einer Abszisse ist der Mittel- 
wert der an 50 Proben gemessenen C5a-Konzen- 
trationen im EDTA-Plasma angegeben. Er betragt 

40 1,026 ng C5a/ml Plasma +/- 0,385 (1 SD). 

Fig. 5 zeigt eine Korrelation zwischen dem 
alten Test von Schulze und Gotze und dem neuen 
Test, der den Neoepitop-spezifischen mAK C17/5 
verwendet. Der neue Test ist unter "Methode A" 

45 aufgefUhrt, der alte Test unter "Methode B n . Bei 
den verwendeten Proben handelt es sich um 
Zymosan-aktivierte humane Serumproben, die je 
nach Inkubationszeit bzw. Zymosan-Dosierung ver- 
schieden hohe Mengen von C5a/C5adesarg enthal- 

so ten. Die Ergebnisse beider Verfahren sind hochkor- 
reliert (r = 0,98). Beide Verfahren wurden an densel- 
ben Proben durchgefuhrt. 

Fig. 6 illustriert die ZuverlSssigkeit der C5a- 
Bestimmung nach dem erfindungsgemaflen Verfah- 

55 ren auch in Plasma- bzw. Serumproben mit ernied- 
rigtem Proteingehalt. Das neue ELISA-Verfahren 
(Verwendung des mAK C17/5) wird durch die Ver- 
dlinnung des Serums nicht beeinfluflt (Kurve 
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"neo"). Bei den bisher angewendeten Verfahren 
(Kurve "konv"), bei dem das MuttermolekOI C5 
durch einen Prazipitationsschritt entfernt werden 
muflte, 1st die SerumverdOnnung (d.h. die Protein- 
konzentration) von entscheidender Bedeutung. Bei 
hoheren SerumverdUnnungen wird nicht das ge- 
samte C5 prazipitieit ein Signal im ELISA beruht 
dann nur zum Teil auf der Anwesenheit von C5a, 
zu einem grdfteren Teii aber auf der Anwesenheit 
von C5, das nicht vollstandig entfernt wurde. Dies 
1st ein fur die klinische Anwendung besonders 
wichtiger Punkt, da die klinischen Plasmaproben 
sich im Proteingehalt erheblich unterscheiden kon- 
nen. Praktisch alle Prazipitationsverfahren sind je- 
doch abhangig von der Gesamtproteinkonzentration 
der Proteiniosungeo, die dem Prazipitationsverfah- 
ren unterworfen werden. Bei einer Proteinkonzen- 
trationsverminderung von nur 20% wird ein ELISA- 
Verfahren, das einen Prazipitationsschritt voraus- 
setzt, schon falsch hohe Werte liefern, weil aus 
diesen Proben C5 nicht vollstandig prazipitiert wer- 
den kann. 

Fig. 7 zeigt die Kinetik der C5a-Entstehung (in 
ng/ml), die durch die Zugabe von Zymosan 
(Aktivator der alternativen Komplementaktivierung) 
bei 37° C erfolgt Zusatzlich aufgetragen auf der 
zweiten Ordinate ist die Entstehung von C3a (in 
ug/ml). Die Abbildung zeigt, daB mit Hilfe des neu- 
en Verfahrens die Generation von C5a im Human- 
serum quantitativ verfoigt werden kann. 

Fig. 8 zeigt die Freisetzung von ATP aus 
MeerschweinchenblutplSttchen, wie sie durch 
Thrombin Oder C5a induziert werden kann. Es ist 
allgemein bekannt, dafl Thrombin die starkste Frei- 
setzungsreaktion auslost (Messung der ATP-Frei- 
setzung uber ein Bioiumineszenzverfahren). 100 
nM C5a induziert eine fast ebenso starke ATP- 
Freisetzung wie Thrombin. Die Wirkung von C5a 
kann durch vorherige Inkubation mit den mAK 
C17/5 Oder G25/2 auf etwa 1% reduziert werden. 

Die Tatsache, dafi beide Antikorper, die in dem 
neuen ELISA verwendet werden, C17/5 und G25/2 
die biologische Funktion von C5a, d.h. die Rezep- 
torbindung inhibieren (wie in separaten Versuchen 
mit Hilfe von Fluoreszenz-optischen Verfahren 
nachgewiesen werden konnte) erscheint zunachst 
verwunderlich, da die Bindung der beiden Antikor- 
per aji C5a unabhangig voneinander erfoigt, sie 
sich also nicht gegenseitig blockieren. Eine genaue 
Erklarung kann dazu z.Zt. nicht gegeben werden. 
Jedoch wird angenommen, daB C5a an den zellula- 
ren Rezeptor mit mehreren Bereichen auf dem 
MolekQI bindet (Arbeiten von Hugli et al., 1984, und 
Mollison et al., 1989). Es erscheint also moglich, 
. dafi, sollte sich diese These bewahrheiten, die bei- 
den Antikorper an verschiedenen Bereichen des 
C5a Molekuls, die beide fur die Rezeptorbindung 
notwendig sind, ansetzen. Andererseits konnte es 



sich um eine einzige groflere Rezeptorbindungs- 
stelle auf dem C5a Molekul handeln, die einen als 
Neoepitop exprimierten Teil hat und einen anderen, 
der auch auf dem MuttermolekOI (C5) vorhanden 
s ist Beide Bereiche dieser Rezeptorbindungsstelle 
waren fur die Association fGr C5a mit seinem Re- 
zeptor notwendig. Die Blockade nur eines Berei- 
ches reichte aus, um die Bindung an den Rezeptor 
zu verhindern. 

10 Fig. 9A zeigt eine Fluoreszenz-optische Durch- 
fiulScytometrie zum Nachweis der Bindung von 
mAK F23/14 an C5a-Rezeptor-tragende Leukozy- 
ten. Der dieser Figur zugrundeliegende Versuch ist 
in Beispiel 3 beschrieben. Im einzeinen zeigen: 
75 Rahmen A - unbehandelte Zellen 

Rahmen B - Blutzellen nach Behandlung mit 
Fluorescein-markiertem C5a 
Rahmen C - Blutzeiien nach Behandlung mit 
dem anti-idiotypischen Antikorper F23/14 und 
20 dem Nachweis dieses Antikorpers mittels eines 
Fluorescein-markierten Anti-Maus-lmmunglobu- 
iins 

Rahmen D - Blutzellen nach einer Behandlung 
wie in C beschrieben, der jedoch eine Vorbe- 
25 handlung mit rekombinantem C5a vorgeschaltet 
wurde. 

Fig. 9B zeigt den in Fig. 9A dargestellten Ver- 
such bei Auswertung ausschlie/3lich der Granulozy- 
ten. 

30 Fig. 10 zeigt die Ergebnisse eines ELISA-Ver- 
fahrens zum Nachweis der spezifischen Bindung 
des mAK C17/5 an den anti-idiotypischen mAK 
F23/14. 

Jeweils 1 ug mAK F23/14 wurde in den Napfen 

35 einer Mikrotiterplatte adsorbiert (in 50 mM Na-Car- 
bonat, pH 10,6; 16 Stunden bei 22* C). Freie Bin- 
dungsstellen der Plastikoberflache wurden durch 
Inkubation mit je 0,2 ml PBS-Gelatine (1% 
GewTVol.) fUr 30 Minuten bei 22* C blockiert. An- 

40 schlieCend wurde einmai mit 0,250 ml PBS-Tween 
20 (0,05% GewWoi.) gewaschen und mit jeweiis 
0,1 ml (= 10 ug) mAK C17/5-Biotin oder mAK 
G25/2-Biotin Oder mAK C17/5-Biotin nach einer Vo- 
rinkubation mit dem 10fachen molaren Uberschu0 

45 an C5a (1 Stunde auf Eis) fUr 2 Stunden bei 22* C 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS- 
Tween 20 (wie oben) wurde 0,1 ml 1/500 verdunn- 
tes Streptavidin-Peroxidase Konjugat (Fa. Amers- 
ham, Braunschweig) hinzugegeben und 1 Stunde 

50 bei 22* C inkubiert. Darauf folgten 4 Waschschritte 
mit PBS-Tween 20 (wie oben) und die Zugabe des 
Peroxidase-Substrates ABTS. Die nach 10 Minuten 
bei 22° C entwickelte FarbintensitSt wurde im Pho- 
tometer bei 410 nm (gegen die Referenzwellenlan- 

55 ge 490 nm) gemessen. 

Die rechte Saule (schwarz) stellt die Bindung 
von C17/5 an den in die Platte adsorbierten mAK 
F23/14 dar. Nach Vorinkubation von C17/5 mit dem 
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Antigen C5a hat C17/5 die Fahigkeit, an F23/14 zu 
binden, bei einem nur 10fachen Oberschufl von 
C5a zu 60% verloren (schraffierte Saule). Der mAK 
G25/2, der ebenfalls an C5a bindet und die Rezep- 
torbindung von C5a dadurch verhindert, wird von 
F23/14 nicht erkennt (offene Saule). 



Beispiel 1 : 



Hersteliung des monoklonalen Antikdrpers C17/5 



1.1 Vorbereitung des antigenen Materials fUr die 
Immunisierung von Mausen 

Bei der Vorbereitung des antigenen Materials 
fur die Immunisierung von Meiusen wurde Wert 
darauf gelegt, da/J das zur Immunisierung einge- 
setzte C5a dem Immunsystem mit freier Rezeptor- 
Bindungssteile prasentiert werden wurde. Dazu 
wurde wie folgt vorgegangen: 

Ein monoklonaler Antikorper, der nach Bindung 
an C5a dessen biologische Wirkung nicht oder 
kaum inhibiert, wurde selektionieit Solche Antikor- 
per sind nach Ublichen Methoden durch Immunisie- 
rung mit C5 oder C5a/C5adesarg, gegebenenfalls 
auch mit synthetischen Peptiden, leicht erhaltlich. 5 
mg isolierten monoklonalen Antikorpers M4/1 
(eigene Produktion) wurden an jeweils 1 ml aktivier- 
tes Sepharosegel gekoppelt. Die Aktivierung des 
Sepharosegels und die Kupplung erfolgte exakt 
nach den Angaben des Herstellers (Pharmacia). 
Die Antikorper tragenden Gelpartikel wurden an- 
schlie/tend mit 5 ug C5a/ml phosphatgepufferter 
Kochsalzlosung (PBS), enthaitend 135 mM NaCI, 
20 mM Na-Phosphat, pH 7,2, 30 Minuten lang 
inkubiert, um den an das Gel fixierten Antikorper 
mit C5a zu sattigen. Die beladenen Sepharoseparti- 
kel wurden anschlieflend mit PBS - 0,1% 
(GewWol.) Gelatine gewaschen, um freies C5a her- 
auszuwaschen. 

Die Gelpartikel mit dem gekoppelten Anti-C5a- 
Antikorper, der mit C5a gesSttigt worden war, wur- 
den jetzt mit Zellen der Linie U 937 (Barker et al., 
1986, und Chenoweth et ai., 1984) inkubiert. Die 
Zellen waren vorher in Gegenwart von 500 uM 
Dibutyryl-cAMP vier Tage kultiviert worden, um die 
Anzahl der auf diesen Zellen exprimierten C5a- 
Rezeptoren zu erhbhen (Barker et al., 1986, und 
Chenoweth et al., 1984). Ca. 5 x 10 s Zellen in 1 ml 
Medium (72% RPMI 1640, 18% Medium 199, 10% 
fotales Kalberserum, 5x10^ M Colchicin) wurden 
mit 20 ul gepackter Sepharosepartikel 1 Stunde bei 
37* C auf einer Rotationsapparatur vorsichtig ge- 
mischt Die mikroskopische Kontroile zeigte, dai3 
die Gelpartikel adharent an die Zelloberflachen ge- 



bunden hatten, das heiflt, dai3 das von dem Anti- 
korper prasentierte C5a mit dem zellularen C5a- 
Rezeptor wechselwirkte. 

Das Gemisch aus Zellen und Gelpartikeln wur- 

5 de anschliefiend durch 5 Minuten Zentrifugation bei 
800 g peiietiert, der Uberstand wurde abgenommen 
und das Pellet in 1 ml Lysepuffer gegeben 
(Zusammensetzung: 120 mM NaCI, 50 mM Tris- 
HCI, pH 8,0, 5 mM EDTA, 1 mM APMSF, 1000 Kl 

10 Trasylol, 0,1 mM Pepstatin, 0,1 mM Leustatin, 1 
mg Chymostatin per 100 ml, 1% (GewWol.) NP 
40, 0,05% (GewTVol.) Triton X-100 und 5x1 0~ 5 M 
Colchicin). Die Suspension wurde 2 Stunden bei 
4*C End Ober End rotiert Im AnschluB daran wur- 

75 de die gesamte Mischung auf ein Lymphoprepdich- 
temedium (Dichte 1,077 g/cm 3 ) gegeben und 5 
Minuten bei 4*C und 500 UpM zentrifugiert. Nach 
der Zentrifugation befanden sich die Zellen und 
Zellreste an der Interphase zwischen dem Gradien- 

20 tenmateriaJ und dem Uberschichteten Medium, 
wahrend die Sepharosepartikel am Rohrchenboden 
peiietiert waren. Sepharosepartikel und Zellreste 
wurden getrennt entnommen. 

25 

1.2 immunisierung von Ma'usen 

Die Sepharosepartikel wurden dreimal in Lyse- 
puffer (s.o.) gewaschen, wobei die NP-40 Konzen- 

30 tration bei jedem Waschschritt um 50% erniedrigt 
wurde. Die letzte Waschung erfolgte in Abwesen- 
heit von NP-40. Die so behandelten Sepharosepar- 
tikel wurden nun als antigenes Material fGr die 
Immunisierung von BALB/c Mausen und die Her- 

35 stellung monoklonaler Antikorper aus den Miizzel- 
len der immunisierten Tiere verwendet. Die MSuse 
wurden mit Sepharose-C5a Partikeln, die 5 x 10 7 U 
937 Zellen entsprachen, immunisiert, d.h. mit 200 
ul gepackten, Membranrezeptor-beladenen Sepha- 

40 rosepartikeln. Diese Menge der Sepharose wurde 
In 0,5 ml PBS in Mause intraperitoneal injiziert Die 
Injektionen wurden 4 Wochen und 8 Wochen nach 
der ersten Injektion wiederholt. Drei Wochen spater 
wurden die Milzzellen entnommen und mit Mye- 

45 lomzellen fusioniert. FQnf Tage vor der Gewinnung 
der Milzzellen zur Fusion wurde die Immunisierung 
mit jeweils derselben Dosis an vier aufeinanderfol- 
genden Tagen fortgefUhrt. Am funften Tag wurden 
die Milzzellen entnommen und die Fusion nach 

so dem dem Fachmann bekannten Verfahren mit X63- 
Ag.8.653 Zellen (Kohler und Milstein, 1975 und 
Peters, Baumgarten und Schulze, Monoklonale An- 
tikorper, Springer-Verlag, 1985) durchgefUhrt Die 
gesamte Immunisierungszeit betrug damit 11 Wo- 

55 chen. 

Eine Vielzahl verschiedener monoklonaler Anti- 
korper gegen C5a und moglicherweise auch gegen 
den C5a-Rezeptor, der in solubilisierter Form an 
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die C5a tragenden Sepharosepartikel gebunden 
hatte, konnte rdentifiziert und kloniert werden. Einer 
dieser Antikorper war der Antikorper C17/5, der, 
wie spater analysiert, natives C5 nicht bindet, je- 
doch sowohl C5a als auch CSadesarg bindet. Der 
Antikorper ist also spezifisch fOr ein Neoepitop auf 
C5a/C5adesarg, das im nativen MolekOI nicht zu- 
ganglich ist. Die Identifizierung des erkannten 
Neoepitopes als Bindungssteile des C5a-Rezeptors 
ist in Beispiel 3 gezeigt. 



Beispiel 2 

Bestimmung des C5a-Gehaltes in EDTA-Plasma 
oder aktiviertem Humanserum 

2.1 Bildung der Matrix-Antikorper-Antigen- 
Antikorper-Komplexe 

Fur die Durchfuhrung des erfmdungsgema/ten 
Verfahrens werden zunSchst jeweils 100 ul einer 
Losung des monoklonalen Antikorpers C17/5 (40 
ug/ml) in die Napfe einer Mikrotiterplatte geschich- 
tet Die Platte wird 16 Stunden bei 22* C inkubiert, 
anschlieflend wird die antikorperhaltige Losung ab- 
gesaugt. Zu den NSpfen werden je 200 ul von 
PBS, enthaltend 1% (GewTVol.) Gelatine, zugege- 
ben und 20 Minuten bei Raumtemperatur (22 C) 
inkubiert. Danach wird die PBS-Gelatine-L6sung 
abgesaugt und einmal mit 250 ul PBS, enthaltend 
0,05% Tween-20, gewaschen. in die so blockierten 
Napfe der Mikrotiterplatte wird jetzt die jeweilige 
Probe (beispielsweise 1:2 oder starker verdunntes 
EDTA-Plasma, aktiviertes Humanserum in hoheren 
VerdUnnungen, andere Korperflussigkeiten) einge- 
fUllt Qeweils 100 ul Probe) und nach einer Inkuba- 
tionszeit von 2 Stunden bet 22* C, wShrend derer 
das C5a an den matrixgebundenen Antikorper bin- 
den soli, abgesaugt. OberschQssiges Material wird 
durch zwerfaches Waschen mit PBS-Tween 20 (wie 
oben) ausgewaschen. Das nunmehr an den Anti- 
korper C17/5 gebundene C5a wird in einem weite- 
ren Inkubationsschritt mit jeweils 100 ul G25/2 (1 
ug/ml PBS-Tween-20) inkubiert, wobei dieser Anti- 
korper zuvor biotinyliert worden ist (Schulze und 
Gotze, 1986). Nach einstUndiger Inkubation bei 
22* C wird auch die zweite Antikorperl<5sung abge- 
saugt und die nun gebiideten Matrix-fixierten 
Antikorper-Antigen-Antikorperkomplexe dreimal mit 
je 250 ul PBS-Tween-20 gewaschen. 

2.2 Detektion des gebundenen zweiten Antikorpers 
G25/2 



Die im Beispiel 2.1 gebiideten Matrix-fixierten 
Antik5rper-Antigen-Antikprper-Komplexe werden 
mit Hilfe eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugats 
und der Farbreaktion, die mit Hilfe eines 
5 Peroxidase-Substrates erzielt werden kann, nach- 
gewiesen, Dabei wird wie folgt vorgegangen: 

100 ul des 1/1000 mit PBS-Tween-20 (0,05% 
Vol/Vol) verdQnnten Streptavidin-Peroxidase-Konju- 
gates der Fa. Amersham, Braunschweig, werden in 
w jeden Napf eingefUllt. Es folgt eine Inkubation von 
einer Stunde bei 22° C. Danach wird 4 x mit je 250 
ul PBS-Tween-20 (wie oben) gewaschen. Anschlie- 
0end werden 100 ul einer Losung zugesetzt, die 
die folgende Zusammensetzung hat: 0,02 mM 
75 ABTS, 100 mM Natriumacetat, 50 mM Natrium- 
phosphat, 2,5 mM H 2 0 2 , pH 4,2. Die optische 
Dichte der sich in den Napfen entwickeinden Farb- 
iosung wird in einem Plattenphotometer bei 410 
nm gegen die Referenzwelleniange von 490 nm 
20 alle drei Minuten gemessen und der Anstieg der 
optischen Dichte (OD) pro Minute im linearen Be- 
reich des Anstieges berechnet. Auf jeder Mikrotiter- 
platte wird ein kalibrierfer C5a Standard mitgefOhrt 
und eine Eichkurve hergestellt Von dieser Eichkur- 
25 ve lafit sich dann der Gehalt der untersuchten 
biologischen Flussigkeit an C5a aufgrund der er- 
zielten optischen Dichte pro Minute ablesen (s. Fig. 
2). 

30 

2.3 Anwendung des Verfahrens bei 50 gesunden 
Probanden 

Mit dem erfindungsgema/ten Verfahren konnte 
35 erstmals die Normalkonzentration von C5a im 
EDTA-Plasma gesunder Probanden bestimmt wer- 
den. DafUr wurden 50 Probanden je 10 ml Blut 
entnommen. Das Blut wurde in Plastikr&hrchen, in 
denen sich trockenes KaltunvEDTA befand (Fa. 
40 Sarstedt, Numbrecht) aufgefangen, so dafl die End- 
konzentration des EDTA 4 mM betrug. Das Blut 
wurde sofort nach der Gewinnung 20 Minuten lang 
bei 1000 g zentrifugiert und das Plasma mit einer 
Pasteurpipette abgehebert. Das Plasma wurde so- 
45 fort auf Eis verbracht und dann in Aliquots bei 
-70 °C eingefroren. Vor den Analysen auf den Ge- 
halt von C5a wurde ein Aliquot des eingefrorenen 
Plasmas bei 37° C aufgetaut und dann sofort in ein 
Eisbad verbracht. Aus diesen eisgekuhlten Aliquots 
so wurden Proben fur die Bestimmung der C5a-Kon- 
zentrationen entnommen. Bei den normalen Blut- 
spendern bzw. dem gesunden Laborpersonal wur- 
de das EDTA-Plasma 1:2 verdunnt 
(VerdunnungsflUssigkeit: PBS-Tween-20 wie oben, 
55 aber enthaltend 20 mM EDTA) eingesetzt Die Er- 
gebnisse sind in Fig. 4 dargestelit. Es ergab sich 
ein mittlerer Wert von 1,026 t 0,385 mg C5a/ml fUr 
unverdunntes EDTA-Plasma gesunder Probanden. 
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Beispie! 3: 



Nachweis der Bindung von mAK F23/14 an C5a- 
Rezeptor-tragende Leukozyten 5 

Mit PBS gewaschene Blutzelien aus 2 ml Blut 
wurden mit Gey'scher Losung behandelt, um die 
Erythrozyten zu lysieren. Dabei wurde genau nach 
Mishell und Saiigi. 1980, vorgegangen. 10 

Die Leukozyten wurden durch einmaliges Wa- 
schen in der Zentrifuge mit PBS . (5 Minuten bei 
500 g) von den Erythrozytenresten befreit. Sie wur- 
dien dann zur Blockade der IgG-Fc Rezeptoren in 
Kaninchen IgG-Losung aufgenommen und 20 Mi- 75 
nuten bei 4*C inkubiert. Die Kaninchen IgG-Lo- 
sung bestand aus: 2 mg IgG/ml PBS-Gelatine (1% 
GewTVol.), 20 mM Na-Azid. Danach wurde einmal 
mit PBS-Gelatine-Azid gewaschen (wie oben) und 
wieder in PBS-Gelatine-Azid Kaninchen IgG aufge- 20 
nommen. Die Zellsuspension wurde auf 6 Plasti- 
krohrchen verteilt. Je 3 Rohrchen wurden mit 0,1 
ml Medium (RPMI 72%; Medium 199 18%; FKS 
10%) Oder mit 0,1 ml rekombinantem C5a (1 ug) 1 
Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurde wieder 25 
gewaschen und mit Medium C5a FrTC oder mAK 
F23/14 inkubiert (1 Stunde, Eisbad). 

Dann wurden die Zellen in jedem Rohrchen 
zweimal mit PBS-Gelatine-Azid gewaschen und der 
Fluoreszenz-optischen Analyse (FacStar plus, Fa. 30 
Becton Dickinson) zugefGhrt. Rohrchen mit mAK 
F23/14 wurden vorher mit 0,5 ug Anti-Maus 
IgG/IgM der Fa. Paesel, Frankfurt, inkubiert (1 
Stunde auf Eis; danach 4mal waschen mit PBS- 
Gelatine-Azid). Diese Antikorperpraparation lag als 35 
IgG F(ab')2 Fragmente vor, die FITC-konjugiert wa- 
ren. 

Die Ergebnisse der fluoreszenz-optischen 
Durchflu/teytometrie sind in Fig. 9A und 9B ge- 
zeigt. Im einzelnen zeigen: 40 



Fig. 9A, Rahmen A: 

Unbehandelte Zellen haben eine Basisfluores- 45 
zenz von maximal etwa 0,5 x 10 1 relativen Einhei- 
ten. Es sind drei verschiedene Populationen zu 
unterscheiden. Granulozyten mit einem sehr star- 
ken Side Scatter und niedriger Fluoreszenz, Mono- 
zyten mit geringerhQhter Fluoreszenz und einem 50 
verstMrkten Side Scatter und Lymphozyten mit 
niedriger Basisfluoreszenz und sehr niedrigem Side 
Scatter. 



Fig. 9A, Rahmen B: 

Nach Behandlung der Blutzelien mit 



Fluorescein-markiertem C5a zeigen Granulozyten 
und Monozyten ein verstarktes Fluoreszenzsignal 
von uber 10 1 relativen Einheiten. Die Position der 
Lymphozyten hat sich nicht verSndert. Dies bedeu- 
tet, daB das C5a nur an Monozyten und Granulozy- 
ten gebunden hat. 



Fig. 9A, Rahmen C: 

Die Behandlung der Leukozyten mit dem anti- 
idiotypischen (anti-C17/5) Antikorper und der Nach- 
weis dieses Antikorpers mit Hilfe eines 
Fluorescein-markierten Anti-Maus-Immunglobulins 
zeigt ein fast identisches Bild wie das, das durch 
C5a Frrc erzielt wurde. Das heiflt, da/3 der Antikorper 
F23/14 an dieselben Zellpopulationen in ahnlicher 
Weise bindet wie der Ligand C5a seibst 



Fig. 9A, Rahmen D: 

Die Bindung des anti-idiotypischen mAK 
F23/14 kann durch Vorbehandlung der Blutleukozy- 
ten mit einem Mikrogramm rekombinantem C5a 
blockiert werden. Nach dieser Vorbehandlung bin- 
det der mAK F23/14 nicht mehr, der Rahmen D ist 
von dem Rahmen A (Mediumkontrolle) nicht unter- 
scheidbar. 



Fig. 9B: 

Hier sind die Histogramme der oben beschrie- 
benen Analyse noch einmal in anderer Form darge- 
stellt. Die Hintergrundfluoreszenz von Zellen, die 
mit nicht markiertem rekombinantem C5a behan- 
delt worden sind, unterscheidet sich nicht von der 
Fluoreszenz, die durch Mediumbehandlung allein 
erreicht wird (Rahmen A und D). Die Behandlung 
der Zellen mit CSa" 1 " 0 fOhrt zu einer erhohten Fluo- 
reszenz (Verschiebung nach rechts, B), die durch 
Vorbehandlung mit rekombinantem C5a verhindert 
wird (E). Die Behandlung der Zellen mit dem anti- 
idiotypischen Antikorper F23/14 (C) ergibt ein Mhn- 
liches Bild wie die Behandlung mit OSa mc (B). Die 
Vorbehandlung der Zellen mit 1 Mikrogramm re- 
kombinantem C5a verhindert die Bindung des mAK 
F23/14 (F), d.h. es wird ein den Kontroilen (A. D 
und E) gieiches Bild erhalten. 

Bei dieser Auswertung wurden nur die Granulo- 
zyten analysiert, d.h. es wurde das 
"Granulozytenfenster" des Analysengerates zur 
Auswertung verwendet. 
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Anspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis und/oder der quantitati- 
ven Bestimmung von Komplementpeptid C5a 
und/oder C5adesarg in biologischen FIQssigkeiten, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es die folgenden Schritte umfafit: 

a) In-Beruhrung-bringen einer Probe der biologi- 
schen Flussigkeit, die C5a und/oder CSadesarg 
enMIt, mit einer Matrix, auf der eine erste 
Antikorper-Praparation (Akp 1), enthaltend Anti- 
korper, die C5a und/oder C5adesarg binden. 
fixiert 1st, 

b) In-Beruhrung-bringen der aus a) resultieren- 
den beladenen Matrix mit einer zweiten 
Antikorper-Praparation (Akp 2), enthaltend Anti- 
korper und/oder Teile davon, die an natives 
Komplementprotein C5 und/oder an C5a 
und/oder CSadesarg binden, wobei die gebun- 
denen Antikorper und/oder Antikorperteile aus 
der zweiten Antikorper- Preparation detektierbar 
sind, 

c) Detektieren der gebundenen Antikorper 
und/oder Antikorperteile aus der zweiten 
Antiko rper-Praparation. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die erste und/oder zweite Antikorper-Prapara- 
tion (Akp 1 und/oder Akp 2) monoklonale Antikor- 
per bzw. Antikorperteile bevorzugt aus Ratten, Ka- 
ninchen, Schweinen oder Affen, besonders bevor- 
zugt aus Mausen oder Menschen umfafit. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 



dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die monoklonalen Antikorper bzw. Antikorper- 
teile der ersten oder zweiten Antikorperpraparation 
im Komplementpeptid C5a und/oder C5adesarg an 
5 die Rezeptorbindungsstelle fUr den C5a-spezifi- 
schen Rezeptor, jedoch nicht an die korrespondie- 
rende Aminosauresequenz im nativen C5-Molekiil 
binden. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die erste Antikorper-Praparation (Akp 1) den 
monoklonalen Antikorper C17/5 (CNCM I-887) 
und/oder funktioneil aquivalente Antikorper umfafit. 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQ- 
15 che 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die zweite Antikorper-Praparation (Akp 2) den 
monoklonalen Antikorper G25/2 (CNCM I-889) 
und/oder Teile davon und/oder funktioneil aquiva- 
20 lente Antikorper umfafit 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi die AntikQrper und/oder AntikSrperteile der 
25 zweiten Antikorper-Praparation direkt detektierbar 
sind, vorzugsweise durch Fluoreszenz, Radioaktivi- 
tat oder Chemilumineszenz. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 5, 

30 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten AntikSrper-Praparation indirekt detektierbar 
sind, vorzugsweise durch die enzymatische Aktivi- 
tat mindestens eines Markerenzymes. 

35 8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Markerenzym alkalische Phosphatase, p- 
Galaktosidase, Mikroperoxidase oder Meerrettich- 
peroxidase ist 

40 9. Verfahren nach Anspruch 7 und/oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten Antikorper-Praparation biotinyliert sind und 
durch In-Beruhrung-bringen mit modifiziertem Avi- 

45 din oder Streptavidin nachgewiesen werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten Antikorperpraparation aus einer anderen 

so Saugetierspecies als die der ersten Antikorperpra- 
paration stammen und durch Reaktion mit einer 
dritten, detektierbaren Antikorperpraparation nach- 
gewiesen werden, deren Antikorper spezifisch mit 
den Antikorpern bzw. Antikorperteilen der zweiten 

55 Antikorperpraparation reagieren. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 10, 

dadurch gekennzeichnet, 



12 



23 



EP0 411 306 A1 



24 



dafl es eine Nachweisempfindlichkeit von 20 pg/ml 
hat. 

12. Testkit fUr die Durchfuhrung eines Verfahrens 
zum Nachweis und/oder der quantitation Bestim- 
mung von C5a und/oder C5adesarg in biologischen 
FlUssigkeiten, umfassend 

a) eine erste Antikorper-Praparation (Akp 1), 
enthaltend Antikorper, die an C5a und/oder 
CSadesarg binden, wobei die erste AntikSrper- 
Praparation gegebenenfalls bereits an eine Ma- 
trix gekoppelt vorliegt, 

b) eine zweite Antikorper-PrSparation (Akp 2), 
enthaltend Antikorper und/oder Teile davon, die 
an natives Komplementprotein C5 und/oder C5a 
und/oder C5adesarg binden, wobei die gebun- 
denen Antikorper und/oder Antikorperteile aus 
der zweiten Antikorper-Praparation detektierbar 
sind, 

c) gegebenenfalls ein Oder mehrere Nachweis- 
reagenzien, enthaltend Enzyme und/oder Sub- 
strate und/oder eine dritte Antikorperpraparation 
fur die Detektfonsreaktion. 

13. Testkit nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl die erste und/oder zweite Antikorper-Prapara- 
tion monoklonale Antikorper bzw. Antikorperteile 
bevorzugt aus Ratten, Kaninchen, Schweinen oder 
Affen, besonders bevorzugt aus MSusen oder Men- 
schen umfaflt. 

14. Testkit nach Anspruch 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die monoklonalen Antikorper bzw. Antikorper- 
teile der ersten oder zweiten AntikQrperprMparation 
im Komplementpeptid C5a und/oder C5adesarg an 
die Rezeptorbindungsstelle fGr den C5a-spezifi- 
schen Rezeptor, jedoch nicht an die korrespondie- 
rende Aminosauresequenz im nativen C5-MolekQI 
binden. 

15. Testkit nach mindestens einem der AnsprOche 
12 bis 14, 

dadurch gekennzeichnet, 

da£ die erste Antikdrper-Praparation (Akp 1) den 
monoklonalen Antikorper C17/5 (CNCM I-887) 
und/oder funktionell aquivalente Antikorper umfaflt. 

16. Testkit nach mindestens einem der AnsprUche 
12 bis 15, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl die zweite AntikSrper-Praparation (Akp 2) den 
monoklonalen Antikorper G25/2 (CNCM I-889) 
und/oder Teile davon und/oder funktionell Mquiva- 
lente Antikorper umfaBt. 

17. Testkit nach mindestens einem der AnsprUche 
12 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten Antikfirper-Praparation direkt, vorzugswei- 
se durch Fluoreszenz, Radioaktivitat oder Chemilu- 
mineszenz detektierbar sind. 



18. Testkit nach mindestens einem der AnsprOche 
12 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
5 zweiten Antikorper-Praparation indirekt, vorzugs- 
weise durch die enzymatische Aktivitat mindestens 
eines Markerenzymes, detektierbar sind. 

19. Testkit nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

70 dafl das Markerenzym alkalische Phosphatase, 0- 
Gaiaktosidase, Mikroperoxidase oder Meerrettich- 
peroxidase ist. 

20. Testkit nach mindestens einem der AnsprUche 
12. bis 19, 

75 dadurch gekennzeichnet, 

da/5 die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten Antikorper-Praparation biotinyliert sind und 
durch In-BerGhrung-bringen mit modifiziertem Avi- 
din nachgewiesen werden. 

20 21 . Testkit nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Antikorper und/oder Antikorperteile der 
zweiten Antikorperpraparation aus einer anderen 
Saugetierspecies als die der ersten Antikdrperpra- 

25 paration stammen und durch Reaktion mit einer 
dritten, detektierbaren Antikorperpraparation nach- 
gewiesen werden, deren Antikorper spezifisch mit 
den AntikSrpern bzw. Antikorperteilen der zweiten 
Antikorperpraparation reagieren. 

30 . 22. Zellinie, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie einen monoklonalen Antikorper sezerniert, 
der im Komplementpeptid C5a und/oder C5adesarg 
an die Rezeptorbindungsstelle fUr den C5a-spezifi- 

35 schen Rezeptor, jedoch nicht an die korrespondie- 
rende Aminosauresequenz im nativen C5-MolekUi 
bindet 

23. Zellinie nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

40 dafl sie den monoklonalen Antikorper C1 7/5 sezer- 
niert und bei der CNCM mit der Hinterlegungs- 
nummmer I-887 hinterlegt ist. 

24. Zellinie, 

dadurch gekennzeichnet, 

45 daJ3 sie den monoklonalen Antikorper G25/2 sezer- 
niert und bei der CNCM mit der Hinterlegungsnum- 
mer i-889 hinterlegt ist. 

25. Monoklonaler Antikorper mit spezifischer Bin- 
dung an C5a und/oder CSadesarg, 

so dadurch gekennzeichnet, 

da)3 er im Komplementpeptid C5a und/oder 
C5adesarg an die Rezeptorbindungsstelle fUr den 
C5a-spezifischen Rezeptor, jedoch nicht an die kor- 
respondierende Aminosauresequenz im nativen 

55 C5-MolekQI bindet. 

26. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl seine variable Region und/oder seine konstante 
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Region aus einem Saugetier stammt. 

27. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Saugetier Ratte, Kaninchen, Schwein oder 
Affe, bevorzugt Maus oder Mensch ist 

28. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl seine konstante Region humanen Ursprungs 
ist 

29. Monoklonaler Antikorper nach mindestens ei- 
nem der Anspruche 25 bis 28, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl er vom IgQ- oder IgM-Typ ist. 

30. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er von der Zellinie nach Anspruch 23 sezer- 
niert wird. 

31. Monoklonaler Antikorper, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl er an C5, C5a und/oder CSadesarg bindet und 
von der Zellinie nach Anspruch 24 sezerniert wird. 

32. Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie mindestens einen monoklonalen Antikorper 
nach einem der Anspruche 25 bis 30 und/oder 
Anspruch 31 enthalt. 

33. Verwendung einer Zusammensetzung nach An- 
spruch 32 zur Therapie und Prophylaxe von Er- 
krankungen, die auf einem erhohten C5a-Spiegel 
im Blut des Patienten beruhen, bevorzugt bei 
ARDS, Sepsis, Schock und anderen Zustanden bei 
intra- und extravascularer Komplementaktivierung. 

34. Verfahren zum Herstellen von Hybridoma-Zelli- 
nien, die ein nach proteolytischer Spaltung von C5 
auf C5a exponiertes Neoepitop erkennen, umfas- 
send die folgenden Schritte: 

a) Inkubieren von C5a mit einem gegebenenfalls 
an einen Trager gekoppelten Antikorper, dessen 
Bindung an C5a C5a-spezifische Aktivitaten 
nicht oder nur geringfugig beeinfiuBt, 

b) gegebenenfalls Inkubieren des an den Anti- 
kSrper gebundenen C5a's mit Zellen, die C5a- 
Rezeptoren aufweisen, Anreichern der 
Antik<5rper-C5a-Zellaggregate, Lysieren der Zel- 
len, Wiedergewinnen der Antikorper-C5a-Kom- 
pfexe, bevorzugt durch Dichtegradienten-Zentrr- 
fugation, 

c) immunisieren eines Saugetieres mit den ge- 
gebenenfalls angereicherten Antik6rper-C5a- 
Komplexen, 

d) Gewinnen von Antikdrper-produzierenden 
Zellen aus dem immunisierten Saugetier, bevor- 
zugt von MilzzeiJen, und Immortalisieren dieser 
Zellen in an sich bekannter Weise. 

35. Monoklonaler Antikorper, 
dadurch gekennzeichnet, 
da/5 er ein anti-idiotypischer Antikorper gegen ei- 
nen Antikorper nach einem der AnsprUche 25 bis 



30 ist. 

36. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

da6 seine variable Region und/oder seine konstante 
5 Region aus einem Saugetier stammt. 

37. Monoklonaler AntikSrper nach Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 das Saugetier Ratte, Kaninchen, Schwein oder 
Affe, bevorzugt Maus Oder Mensch ist. 
10 38. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB seine konstante Region humanen Ursprungs 
ist. 

39. Monoklonaler Antikorper nach mindestens ei- 
75 nem der Anspruche 35 bis 38, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB er vom IgG- Oder IgM-Typ ist. 

40. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daJ3 er von der Zellinie F23/14 mit der Hinterle- 
gungsnummer CNCM Nr. 1-888 sezerniert wird. 

41. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers 
nach mindestens einem der Anspruche 35 bis 40 
zur Blockierung des C5a-spezifischen Rezeptors. 

25 42. Zellinie, 

dadurch gekennzeichnet, 
da£ sie den monoklonalen Antikorper F23/14 sezer- 
niert und bei der CNGM mit der Hinteriegungsnum- 
mer I-888 hinterlegt ist. 

30 43. Verfahren zum Herstellen einer Zellinie mit den 
Eigenschaften der Zellinie nach Anspruch 42, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl zur Immunisierung eines Saugetieres Hybri- 
domzellen verwendet werden, die einen Antikorper 

35 mit den Eigenschaften der Antikorper nach An- 
spruch 25 bis 30 sezernieren. 
44. Verfahren nach Anspruch 43, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl die zur Immunisierung verwendeten Hybridom- 

40 zellen vor der Verwendung zur Immunisierung be- 
strahlt werden, bevorzugt mit 1000 bis 5000 rad, 
besonders bevorzugt mit 2000 rad. 
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Abb. 9; Fluoreszenz-optische Durchf luBzytometrie zura Nachweis der 
Bindung von mAK F23/14 an C5a-Rezeptor-tragende Leukozyten. 
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At ,b, 9: Fluoreszenz-optische DurchfluBzytotnetrie zum Nachweis der 
Bindung von mAK F23/14 an C5a-Rezeptor-tragende Leukozyten. 
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Abb. 10: ELlSA-Verfahren zum Nachweis der spezif ischer. Bindung das mAK C17/5 
an den anti-idiotypischen mAK F23/H. 
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